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1. INTRODUCCION 
1.1. Biología y ciclo vital de la especie 
Las anguilas son  peces teleósteos del orden Anguiliformes, de la familia Anguillidae, 
que cuenta únicamente con el  género Anguilla. Las 19 especies que forman el género Anguilla 
se  encuentran distribuidas en los océanos  Atlántico, Pacífico e Índico, así como en  sus costas 
y ambientes dulceacuícolas.  En el caso de la anguila europea (Anguilla anguilla), su área de 
distribución abarca todo el mediterráneo y el Atlántico oriental desde Marruecos hasta 
Noruega (Van Ginneken y Maes,  2005). Las anguilas pasan la mayor parte de su vida en 
ambientes dulceacuícolas variados, desde tramos medios y bajos de ríos, a lagunas litorales 
salobres, e incluso algunas poblaciones pueden vivir toda su vida en ambientes marinos 
costeros, como se ha descubierto recientemente en el Mar Menor. Después de vivir entre 9 y 
20 años en agua dulce las hembras, y entre 6 y 12 años los machos (Pérez et al., 2004), entran 
en un período de metamorfosis denominado “plateamiento” o “silvering”, que es una fase de 
preparación para su migración hacia el mar. La cabeza se vuelve puntiaguda; los ojos se 
agrandan, las aletas crecen y alargan y el color varía tomando tonos metalizados brillantes en 
la zona ventral, por lo que se las llama entonces anguilas plateadas o “silver eels”, en inglés 
(Fig. 1.D). Es entonces cuando la anguila europea realiza una migración través del Océano 
Atlántico, y se cree que tarda aproximadamente  6-7 meses en llegar a su área de desove, en el 
Mar de los Sargazos (Van Ginneken y Maes,  2005). Cuando inician su migración son 
completamente inmaduras, con un índice gonadosomático inferior al 2% en el caso de las 
hembras, y < 0.2% en machos (Asturiano et al. 2002, Durif et al. 2005). El desarrollo de sus 
gónadas se debe producir, por tanto, durante su viaje o cuando se encuentran cerca del área 
de puesta.  
La ruta migratoria, así como la profundidad a la que migra la anguila europea se 
conocen sólo de un modo muy parcial. En 1988 se capturó en el mar una hembra de anguila 
con la gónada parcialmente desarrollada (IGS=10%), a una profundidad de 500 m, cerca de las 
Islas Azores (Bast y Kinkhardt, 1988). Recientemente se ha descubierto la ruta migratoria de la 
anguila europea en sus primeros  1300 Km de migración oceánica (Aarestrup et al., 2009), por 
medio del uso de transmisores que almacenan datos de temperatura y presión, y al liberarse 
tras un tiempo y alcanzar la superficie, transmiten los datos almacenados vía satélite (pop-up 
satellite archival transmitters).  Con esta tecnología se ha demostrado que, en su migración 
hacia el Mar de los Sargazos, las anguilas realizan además migraciones verticales diarias a 
profundidades entre  200-1000 m. Durante la noche las anguilas nadan en aguas menos 
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profundas y más cálidas (media de 282 m, y 11.7 °C), mientras que al amanecer descienden a 
zonas más profundas y frías (media 564 m, y 7-10 °C) (Aarestrup et al. 2009). Estos datos 
concuerdan con las migraciones verticales marinas de estos peces observadas en el oeste de 
España y el Mediterráneo (Tesch, 1978, 1989), donde se vio que las anguilas nadaban por el 
día en aguas profundas, a unos 13 °C y durante la noche migraban a la zona superficial, donde 
encontraban aguas mas cálidas.  
Otras especies de anguilas, como la anguila australiana (Anguilla dieffenbachii) y la 
anguila japonesa (A. japónica) también realizan migraciones verticales durante sus migraciones 
hasta las áreas correspondientes de puesta. La anguila japonesa desciende durante el día a 
600-900 m (Tª de 6-7 °C), y asciende de noche a aguas mas cálidas a 200-300 m (Jellyman y 
Tsukamoto, 2010), mientras que la anguila japonesa se encuentra durante la noche entre 500-
800 m, y durante el día entre 100 y 500 m (Manabe et al. 2011). Puesto que durante las 
migraciones las anguilas no se alimentan, las migraciones verticales podrían servir para evitar a 
los depredadores, y según algunos autores, para autorregular su velocidad de maduración 
sexual por la exposición a aguas frías (Jellyman y Tsukamoto, 2010).  
El área exacta de puesta de la anguila europea, así como la profundidad en que se 
produce el desove en el mar de los Sargazos sigue siendo desconocida actualmente, ya que a  
pesar de los esfuerzos realizados para capturar angulas adultas en el área estimada de freza, 
nunca se ha logrado capturar un solo ejemplar. Por ello, aun hoy se desconocen las 
condiciones exactas de salinidad y de temperatura, iluminación o presión en las que se 
produce la freza de esta especie.   
Para tratar de averiguar la profundidad de freza se han liberado anguilas maduradas 
artificialmente con hormonas en el área probable de desove, en el Mar de los Sargazos. En un 
caso las anguilas se sumergieron hasta una profundidad de 700 m (Tesch, 1989), mientras que 
en otra prueba descendieron mucho menos, hasta 250-270 m (Fricke y Kaese, 1995). A estas 
profundidades, en estas áreas, la temperatura del mar está en torno a 18-20°C.      
Se ha estimado, a partir de experimentos de laboratorio, que cada hembra puede 
llegar a poner 9-10 millones de huevos, de entre 0.9-1.3 mm de diámetro. Los huevos, 
pelágicos, son fecundados externamente. Después del desove, los progenitores, que no se 
alimentan durante la migración, posiblemente mueren. De los huevos nacen unas larvas 
aplanadas, los leptocéfalos (Fig. 1.A.), que se nutren durante unos días a partir de las reservas 
acumuladas en el  saco vitelino, y posteriormente se alimentan de diversos tipos de plancton 
gelatinoso, principalmente hidrozoos, ctenóforos y taliáceos (Riemann et al., 2010). Los 
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leptocéfalos nadan activamente ayudados  por la corriente del Golfo de Méjico a través del 
Atlántico, y tardan en alcanzar las costas de Europa y África unos 220-290 días  (Lecomte-
Finiger, 1994; Arai et al. 2000), en contra de las estimaciones previas, que suponían una 
duración de esta migración de 2 a 3 años (Schmitz, 1922). 
Cuando se aproximan a la plataforma continental los leptocéfalos miden entre 7 y 7.5 
cm. Cerca de la plataforma continental sufren una metamorfosis en la que disminuye su 
longitud, los órganos varían de lugar y de forma, pierden los dientes originales, y el cuerpo, 
antes aplanado, adopta una forma redondeada. El nuevo ejemplar es de menor longitud que la 
larva de la que procede, mide de 6 a 7 cm de longitud, carece de dientes y es aún algo 
transparente, es la conocida angula sin pigmentar (glass eel) (Fig. 1.B), que adquiere la 
pigmentación en unos pocos días.  
Las angulas entran en los ríos o canales por la noche, en grandes grupos, coincidiendo 
en general con las fases de luna nueva, en que son menos detectables por los predadores. 
Pronto les salen nuevos dientes, devoran pequeños animales, y su piel adquiere la 
pigmentación característica de las angulas. Cuando alcanzan tamaños mayores empiezan a 
denominarse anguilas, anguilas amarillas, o anguilas pasturencas (Valencia), ya que la 
pigmentación durante toda su vida en las aguas dulces es amarillenta en el vientre, y parda o 
verdosa en la zona dorsal (Fig. 1.C). 
 
 
 
 
Fig. 1. Metamorfosis de la anguila europea de izquierda a derecha: A) leptocéfalo, B) angula sin 
pigmentar, C) anguila amarilla, D) anguila plateada. 
Desde las entradas de los ríos las anguilas pasan a los afluentes, instalándose en cursos 
de agua dulce. Viven tanto en ambientes lóticos como ríos, canales y acequias, como en 
ambientes lénticos como lagos, estanques y pozos. Es una especie que tolera grandes 
variaciones ambientales, pudiendo vivir en aguas dulces, salobres o saladas, y a temperaturas 
entre 12 y 28°C (Perez et al. 2004). Se encuentran tanto en aguas claras como en las turbias, 
aunque son lucífugas. Su necesidad de oxígeno es inferior a la de otras especies, tolerando 
A B C D 
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concentraciones de 3-4 mg/l. Presentan cierto grado de respiración cutánea, que les permite 
salir del agua y  desplazarse sobre el terreno en tiempo húmedo o lluvioso. 
Fig. 2. Esquema del ciclo biológico de la anguila europea.  
 
1.2. Problemática de la especie: conservación y producción 
La anguila era una especie abundante hasta la década de los años 1970. Desde 
entonces, los stocks se redujeron de forma muy rápida, de modo que el ICES (Consejo 
Internacional de Exploración del Mar) indicó en 1998 que el stock europeo de anguilas se 
encontraba fuera de los límites biológicos de seguridad, ya que se había reducido al 1 % del 
stock existente en los años 1950. En Septiembre de 2007 la Unión Europea (EC 1100/2007) 
estableció las medidas para la recuperación de los stocks, obligando a los países miembros a 
establecer Planes de Gestión de la Anguila que aseguren un escape del 40 % de las anguilas 
plateadas al mar. Esto implica en la práctica la reducción o el cierre de muchas pesquerías 
europeas. Además, la anguila europea se incluyó en marzo de 2009 en el Anexo II de CITES 
(Convención para el Comercio Internacional de Especies Amenazadas), por lo que el comercio 
de anguilas desde la Unión Europea a terceros países necesita de un certificado de una 
autoridad científica competente de que  la exportación no perjudicará a la especie.  
Las causas atribuidas al declive de las poblaciones europeas son variadas:  
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1. Sobrepesca 
2. Barreras en la migración ascendente 
3. Centrales hidroeléctricas 
4. Pérdida de hábitat 
5. Pérdida de calidad de los individuos reproductores 
 
1. La sobrepesca de angulas y adultos. Las angulas sólo se consumen como alimento en 
España, pero en países como Francia o Gran Bretaña se capturan para su venta a piscifactorías 
de todo el mundo. La acuicultura depende del suministro de angulas, ya que no es posible 
reproducir la especie en cautividad.  
2. Barreras físicas: las obstrucciones a la migración por el río como la construcción de 
presas u otras infraestructuras, se presentan como una grave amenaza que ha extinguido la 
mayor parte de las poblaciones continentales de la península Ibérica. Dado que la anguila 
durante su ciclo de vida ha de ascender por el río y posteriormente volverá al mar, la 
obstrucción a la migración conllevará que las anguilas jóvenes no pueden ascender en el río 
(Elvira, 1991; Lobón-Cerviá, 1991). Se ha comprobado la efectividad para las anguilas de pasos 
construidos en presas que les permiten remontar los ríos, como se ha hecho en la presa de 
Touvedo en el río Lima (Portugal) (Santos et al., 2002). 
3. La existencia de centrales hidroeléctricas: las turbinas movidas por el agua causan    
lesiones o la muerte de diversas especies de peces que chocan con estos elementos.  
4. Pérdida y degradación de hábitats: la pérdida de humedales y de estuarios afecta 
directamente a las poblaciones de anguila europea. Otra forma de degradación del hábitat es 
la contaminación, como la debida a pesticidas agrícolas, efluentes industriales y urbanos.  
5. Pérdida de calidad de los reproductores. La anguila es un eficiente bioacumulador por 
su alto contenido lipídico, su ciclo de vida largo, y su vida bentónica (Mariottini et al., 2006). Se 
han detectado restos de mercurio, metales pesados y residuos organoclorados en anguilas 
procedentes de diversos puntos de la geografía española, con niveles de contaminantes más 
altos que en otras especies de peces, como barbos o truchas (Bordajandi et al., 2003). En 
cuanto a los estudios referentes a parásitos en anguilas de la Albufera de Valencia, se han 
encontrado entre otros el protozoo Edwarsiella tarda (Edwing et al., 1965) causante de 
enfermedades enfisematosas, y el nemátodo Anguillicola crassus (Höglund et al. 1989), que 
afecta a la vejiga natatoria y por tanto a la eficiencia en la natación. La acumulación de 
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contaminantes en los tejidos puede afectar a la calidad de las puestas, mientras que los 
parásitos de la vejiga natatoria pueden afectar a la migración reproductiva.  
 
1.3. Maduración artificial de hembras de anguila 
La maduración de anguilas se realiza actualmente con tratamientos hormonales, 
puesto que estos peces no maduran sexualmente en cautividad. Los tratamientos que se 
emplean actualmente están basados en el método desarrollado por Ohta et al., (1996, 1997) 
en anguila japonesa, mediante el cual se ha podido inducir una maduración sexual artificial 
tanto en machos como en hembras de anguila europea (Fig. 3). 
 
Fig. 3. Esquema del protocolo de  inducción hormonal para la maduración de machos y 
hembras de anguila japonesa. (Ohta et al., 1997). 
 
El método de maduración sexual de la anguila japonesa consiste en suministrar a las 
hembras inyecciones semanales de extracto de hipófisis de carpa (CPE) o salmón (SPE), 
durante 8-13 semanas, y una vez que las hembras alcanzan el estado de maduración final, se 
induce la puesta por medio de una última inyección de SPE y una inyección de 17α-hidroxi-
20β-dihidroprogesterona (DHP) unas horas o días más tarde. El DHP es un esteroide inductor 
de la maduración (MIS), que induce la ovulación entre 10-12 horas tras la inyección. 
Cabe destacar que actualmente es posible obtener angulas de anguila japonesa con 
regularidad (Tanaka et al., 2003), y en abril de 2010, se informó a la prensa de que se había 
logrado producir la segunda generación de anguilas japonesas cultivadas, por científicos de la 
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Agencia de Investigación Pesquera de Yokohama, Japón (mispeces.com Abril 2010; The Japan 
Times, 10 Abril 2010). Sin embargo, aún no existe una producción comercial de angulas 
japonesas que permita el abastecimiento a las piscifactorías. 
En cuanto a la anguila europea, los experimentos de inducción hormonal de la 
maduración comenzaron en la década de los años 1960. Desde entonces cabe destacar 
algunos estudios como el de Boëtius y Boëtius (1980) que, aplicando tratamientos combinados 
de hCG y extracto de hipófisis de carpa (CPE), lograron inducir índices gonadosomáticos (IGS) 
máximos de 60.7%, aunque tras extraer los oocitos mediante masaje abdominal sus ensayos 
de fertilización fracasaron. 
Diversos grupos de investigación han realizado ensayos de fecundación e incubación 
con hembras de anguila europea (Pérez et al. 2000, 2005; Palstra et al., 2005), pero la calidad 
de las puestas es muy variable. Un grupo de investigación del Instituto Danés para la 
Investigación Pesquera de la Universidad Técnica de Dinamarca (DTU-Aqua) ha logrado 
recientemente obtener larvas de anguila que sobreviven durante 25 días, aunque aún no se ha 
publicado el método empleado para ello.  
 
1.4. La maduración final del huevo en peces 
A diferencia de lo que ocurre en los oocitos de otros vertebrados, el principal aumento 
del volumen del huevo de teleósteos (67-75 %) se produce poco antes de la ovulación,  
durante el proceso denominado “maduración final”, que es inducido por la hormona  
luteinizante (LH) a través de la síntesis de los esteroides inductores de la maduración (MIS) por 
las células foliculares que rodean al oocito. Durante la maduración se producen varios 
procesos, de forma rápida (en horas-días):  
-Reinicio de la meiosis en el núcleo (detenida en profase I), que culmina con la 
expulsión del primer corpúsculo polar. Comienza la 2ª división meiótica, que se detiene en la 
metafase antes de la ovulación.  
-Al mismo tiempo, se produce una migración del núcleo hacia la periferia, y finalmente 
se produce la ruptura de la membrana nuclear.  
-Fusión del vitelo y adquisición de transparencia: los gránulos de vitelo se fusionan y el 
vitelo adquiere un color transparente. 
-Hidratación del huevo 
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La hidratación del huevo durante la maduración meiótica se produce en un periodo de 
tiempo relativamente corto (por ejemplo, 6-10 h, a 20-25 °C). Es un proceso más intenso en las 
especies marinas con huevos pelágicos, donde el contenido de agua puede llegar a alcanzar el 
90-95% del huevo, y puede suponer un aumento de tamaño de los oocitos de varios órdenes 
de magnitud (Wallace y Selman, 1981; Selman y Wallace, 1993). La captación de agua en los 
oocitos de peces marinos se produce gracias al gradiente osmótico generado por la ruptura 
parcial de las proteínas del vitelo, que generan aminoácidos libres. El agua entra entonces a 
favor de gradiente, a través de aquaporinas (Cerdá et al. 2007). 
 
La observación del estado de maduración final de los oocitos es importante en 
acuicultura, ya que, en los casos en los que la ovulación es inducida artificialmente por medio 
de hormonas, el momento en que se aplica la inyección de los inductores de la puesta 
(análogos de LHRH, MIS, hCG) es muy importante para obtener puestas de calidad. 
Generalmente se considera adecuado inducir la puesta cuando en los oocitos es posible 
observar el estado de migración del núcleo, y el oocito presenta un color transparente y un 
tamaño mayor que en los días previos.    
 
1.5. Criterios de calidad de los huevos en peces 
La calidad de los huevos se define como la capacidad del huevo para ser fertilizado y 
de desarrollarse como un embrión normal. La calidad de los huevos y las larvas son limitantes 
en la producción de peces, y por tanto en el desarrollo de la industria de la acuicultura (Bobe 
et al.2009).  
En la obtención de huevos de calidad están implicados varios procesos, como la 
incorporación, síntesis y procesamiento de los componentes del huevo. Una fase 
especialmente importante en la formación del huevo es la vitelogénesis, durante la cual se 
produce la incorporación masiva del vitelo en el oocito, que más adelante se utilizará por el 
embrión para su desarrollo. La evaluación de los huevos y la progenie es esencial para el 
desarrollo de protocolos de inducción a la puesta. La calidad de los huevos puede ser evaluada 
mediante diversos parámetros (Lahnsteiner et al. 2004, Bobe et al. 2009): 
A) Parámetros de viabilidad: flotabilidad de los huevos, tasa de fecundación, porcentaje 
de supervivencia pre-eclosión y porcentaje de eclosión, supervivencia pos-eclosión.  
B) Parámetros morfológicos del huevo: diámetro, presencia de divisiones regulares, 
transparencia. 
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C)  Frecuencia de etapas embrionarias: porcentaje de huevos fecundados que se 
desarrollan hasta los estados de mórula, gástrula o  estados más avanzados.  
D)  Parámetros bioquímicos de los oocitos: pH, contenido en aminoácidos, hormonas, 
monosacáridos, etc. 
La flotabilidad de los huevos se emplea como parámetro de calidad en las puestas de 
huevos pelágicos, ya que los huevos sobremaduros, o bien degenerados, pierden su 
flotabilidad en agua de mar y caen al fondo, adquiriendo un aspecto opaco en lugar de 
transparente. 
La tasa de fecundación se mide como el porcentaje de huevos que presentan al menos 8 
divisiones celulares, ya que la activación del huevo producida únicamente por inmersión en 
agua de mar (o agua dulce, en las especies dulceacuícolas) puede causar algunas divisiones 
celulares. En algunas especies como el bacalao (Gadus morhua) o la anguila, la observación de 
los oocitos fecundados es bastante fácil debido a su transparencia. Sin embargo, otras especies 
como la trucha arcoíris, la diferenciación entre oocitos fecundados y no fecundados resulta 
más difícil debido a la opacidad del huevo. No siempre una mayor tasa de fecundación se 
relaciona con un mayor desarrollo embrionario, como se ha visto en algunas especies marinas 
(Escudos et al., 1997). Por ello, es más fiable emplear como criterio de calidad el porcentaje de 
huevos con divisiones celulares regulares, más relacionado con el posterior éxito en el 
desarrollo embrionario.  
El tamaño y la apariencia de los huevos no fertilizados pueden ser utilizados también como 
criterios para evaluar el potencial de desarrollo global de los huevos tras la fertilización. Por 
ejemplo, un mayor tamaño del huevo se considera que es beneficioso para el posterior 
desarrollo del embrión. Sin embargo, muy pocos datos pueden apoyar esta hipótesis. En la 
trucha arco iris, por ejemplo, se ha demostrado que, en condiciones normales de temperatura,  
y con buenas prácticas de manejo, huevos pequeños producen tasas similares de fertilización 
que los de mayor tamaño (Bromage et al. 1992). Además del tamaño, otros parámetros 
morfológicos, como por ejemplo, la distribución de los lípidos en los huevos no fertilizados se 
emplean como indicador de la posterior supervivencia de los embriones (Mansour et al. 2007). 
Varios estudios han demostrado que valores de pH bajos en el fluido ovárico se asocian 
con una reducción de la calidad del huevo. Por ejemplo, en el rodaballo (Scophtalmus 
maximus), el descenso de la calidad de los huevos durante el envejecimiento post- ovulatorio 
se asocia con una caída de pH del fluido de ovario (Fauvel et al. 1993). Por último, otros 
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parámetros bioquímicos (enzimas, metabolitos) también pueden emplearse como criterios de 
calidad (Lahnsteiner y Patarnello 2004). 
 
1.6. Fases del desarrollo embrionario de peces 
A continuación de describen brevemente las principales fases del desarrollo 
embrionario de peces, que son: cigoto, fase de primeras divisiones, blástula, gástrula, 
segmentación y organogénesis, y eclosión, y que van apareciendo a lo largo del tiempo en 
función de la temperatura del agua. 
 
Cigoto 
Comprende el tiempo desde la fertilización del huevo hasta la observación de las primeras 
divisiones del embrión. Se producen muchos cambios durante esta fase, pero lo más evidente 
es el desarrollo del espacio perivitelino, entre la membrana del huevo y el corion, que llega a 
suponer un tercio del diámetro del huevo (de aproximadamente 1 mm). El espacio perivitelino 
se forma por la reacción cortical que se produce tras la fecundación, y en la que se libera el 
contenido de los alveolos corticales al espacio comprendido entre la membrana del huevo y el 
corion del mismo. El contenido de los alveolos (mucopolisacáridos, proteínas, lectinas) 
produce el endurecimiento del corion, que protegerá al embrión frente al medio externo. 
Asimismo, en esta fase se produce la diferenciación bipolar, en la que el citoplasma fluye hacia 
el polo animal (donde se produjo la fecundación), y forma el blastodisco o disco embrionario, 
que experimentará posteriormente las divisiones celulares.  
 
Fase de primeras divisiones 
En esta fase se produce una serie de divisiones rápidas (Fig. 4) que implican el aumento del 
número de blastómeros y una disminución de su tamaño. Las primeras divisiones se producen 
en un plano vertical, hasta generar entre 16 y 32 blastómeros. La sexta división se produce en 
un plano horizontal, y se  generan 64 células que se distribuyen en dos capas superpuestas en 
el blastodisco. Durante esta fase las células (blastómeros) son grandes, y fáciles de observar al 
microscopio.  
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Fig.4. Esquema de la disposición de los blastómeros tras las 5 primeras divisiones (Tomado de 
Kimmel et al., 1995) 
 
Blástula 
La fase de blástula comprende los estados embrionarios desde 128 células hasta el momento 
en que comienza la epibolia (movimientos de los tejidos embrionarios). Lo más característico 
de esta fase es el aspecto esférico del blastodisco.  Durante esta etapa se produce la transición 
de blástula media (mid-blastula transition, MBT), en la que se activa la transcripción de genes 
del embrión.  También se generan 3 capas embrionarias: la capa sincitial vitelina, la capa de la 
envoltura, que dará lugar al peridermo, y la capa de células profundas, que originará los tejidos 
del embrión. Durante la epibolia, los tejidos embrionarios van recubriendo progresivamente el 
vitelo. Se considera un estado como blástula hasta que la epibolia ha alcanzado el 30 % 
(Kimmel et al. 1995), es decir, cuando el blastodermo recubre una cuarta parte del vitelo del 
huevo.  
 
Gástrula 
La fase de gástrula comprende desde que el embrión se encuentra en un estado de 50% de 
epibolia hasta el final de la epibolia. Al mismo tiempo que la epibolia continua, se producen 
movimientos celulares morfogenéticos de involución, convergencia y extensión, que originan 
las capas germinales primarias y el eje embrionario. El comienzo de los movimientos de 
involución define el inicio de la gastrulación. Aparece entonces una región engrosada en el 
margen del embrión, denominada anillo germinal, producido por la involución de las células 
del epiblasto.  
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Segmentación y organogénesis 
Durante esta etapa se forma el tubo neural, y conforme avanza el desarrollo cefálico se 
pueden identificar las distintas zonas cerebrales y la estructura ocular debajo de la cual se 
puede distinguir el corazón. La longitud del embrión aumenta, y se producen los primeros 
movimientos corporales.  
 
Eclosión 
El tiempo de desarrollo embrionario hasta la eclosión varia entre las diferentes especies, y 
también está en función de la temperatura del agua. En la anguila japonesa se ha comprobado 
que el tiempo de eclosión varía en función de la temperatura de incubación; esta se produce al 
cabo de 23-28 horas post-fecundación (h.p.f.), cuando los huevos se incuban a 28°C, y entre 
48-54 h.p.f., cuando se incuban a 19°C (Ahn et al., 2012).  La eclosión se produce tras una serie 
de movimientos rápidos del embrión que primero rasgan el corion hasta llegar a desprenderse 
de él.  
 
1.7. Papel de la temperatura en la reproducción de peces 
1.7.1. Efecto en la vitelogénesis 
Actualmente se sabe que la temperatura del agua afecta, no solo a las fases de 
maduración final y puesta de los peces, sino también a la fase de vitelogénesis de las hembras. 
En la lubina americana (Morone saxatilis; Clark et al., 2005) y lenguado senegalés (Solea 
senegalensis, García-López et al., 2006), se ha visto que en hembras expuestas a temperaturas 
elevadas y constantes se origina una reducción de la producción de esteroides sexuales y un 
desarrollo anormal de la vitelogénesis. También, estudios previos con S.salar expuestos a  
diferentes regímenes térmicos (14, 18 y 20°C) durante la vitelogénesis han demostrado un 
descenso en los niveles de vitelogenina en plasma a 22 °C respecto a 14 °C (Pankhurst et al. 
2010). Esta reducción en vitelogenina estaba relacionada con un descenso en el tamaño del 
huevo, así como de la fertilidad y supervivencia larvaria. 
 
Sato et al., (2006) estudiaron el efecto de la temperatura del agua en la vitelogénesis 
de la anguila japonesa, y observaron que el tratamiento con gonadotropinas de salmón a bajas 
temperaturas (10°C) inducía en las hembras menores niveles de vitelogenina y un menor 
desarrollo ovárico que en las hembras mantenidas a temperatura elevada (20 °C).  
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En otro estudio con anguila japonesa se observó la maduración sexual parcial de una 
hembra de anguila tan sólo gracias a la aplicación de cambios diarios de temperatura entre 5 y 
15 ºC (Mikawa et al., 2008), sin necesidad de tratamiento hormonal. 
Recientemente, Pérez et al., (2011) evaluaron el efecto de distintos regímenes 
térmicos en hembras de anguila durante su maduración inducida por medio de inyecciones de 
extracto de hipófisis, y demostraron que el termoperíodo afectaba al  proceso de vitelogénesis 
de la anguila. En este trabajo se observó que un régimen con temperatura variable (10-18 °C) 
inducía en hembras de anguila europea un perfil hormonal más similar al de otros peces que 
maduran de forma natural, frente al obtenido con una temperatura constante de 20°C. En un 
trabajo posterior se vio que regímenes térmicos diferentes causaban diferente velocidad de 
desarrollo en hembras de anguila, aunque no se evaluó la calidad de las puestas, ya que al 
finalizar el experimento el máximo estado alcanzado fue de vitelogénesis media/final (Mazzeo 
et al., en preparación). En éste último estudio se vio que el mantenimiento a una temperatura 
de 18°C durante el tratamiento hormonal de hembras de anguila causa un mayor desarrollo 
sexual al cabo de 12 semanas que el obtenido con temperaturas inferiores. Sin embargo 
temperaturas más bajas (10-15°C), no frenaron el desarrollo de las etapas iniciales de la 
vitelogénesis.  
Hasta el momento, en todos los estudios de maduración de hembras de anguila la 
temperatura del agua se ha mantenido constante durante todo el proceso de maduración. 
Tanto la anguila japonesa como la europea se han mantenido a una temperatura de 20 °C 
(Ohta et al., 1997; Pedersen, 2003, 2004, Palstra et al., 2005) durante los tratamientos de 
inducción hormonal de la maduración. Esta temperatura podría ser excesivamente alta, al 
menos en el caso de la anguila europea, teniendo en cuenta que su migración se produce a 
temperaturas de 7-12 °C (Aarestrup et al., 2009). 
 
1.7.2. Efecto en la ovulación y la puesta.  
En la mayoría de teleósteos de zonas templadas, el momento de la reproducción está  
modulado por los cambios estacionales en la duración del día y la temperatura del agua, los 
cuales actúan en los ritmos reproductivos endógenos (Bromage et al. 2001). Asimismo, los 
cambios estacionales en la temperatura del agua se cree que son una señal secundaria, 
interactuando con el fotoperiodo para sincronizar las etapas finales de maduración final de los 
gametos de peces (Van Der Kraak y Pankhurst, 1997).  
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Estudios clásicos en lubina (Dicentrarchus labrax) demuestran que en los años en que la 
temperatura del agua del mar es más fría en  otoño (y por tanto, adecuada a esta especie), las 
puestas se adelantan, mientras que cuando las aguas eran cálidas, las puestas se retrasaban 
hasta que se producía un descenso de temperatura (Zanuy et al., 1986). Algo similar ocurre en 
el salmón atlántico (Salmo salar L.), donde se ha encontrado que la exposición a temperaturas 
bajas en el agua acelera la ovulación e incluso mejora la supervivencia en el momento de las 
puestas (Taranger et al., 2003).   
Sin embargo, los efectos de la temperatura varían en función de la especie objeto de 
estudio. En  anguila japonesa, se ha observado que tanto la progresión  de la maduración final 
de los oocitos, como la ovulación y la calidad de los huevos, se ven afectados por la 
temperatura del agua. La mejor calidad de las puestas se ha obtenido aplicando  temperaturas 
entre 20-22 °C en el momento de la ovulación, frente a  temperaturas más extremas como 
17,5, o 25 °C (Unuma et al., 2012).  
Cómo se ha explicado anteriormente, la migración de la anguila europea corresponde a un 
perfil de temperaturas bajo, y variable entre el día y la noche, mientras que la  zona de puesta 
se encuentra a temperatura más elevada. Por este motivo, la hipótesis planteada en el 
siguiente trabajo es que la maduración de la anguila podría producirse de forma más adecuada 
si esta es sometida a cambios frecuentes de temperatura durante la vitelogénesis. Teniendo en 
cuenta que las temperaturas observadas durante la migración oscilaron entre 7-12 °C del día a 
la noche (es decir, una diferencia de 5 °C), y al hecho de que se ha conseguido madurar 
hembras de anguila variando diariamente la temperatura entre 5-15 °C (Mikawa et al., 2008), 
se decidió ensayar el efecto de un régimen variable semanalmente entre 10 y 15 °C, frente a 
un régimen constante a 15 °C, en el desarrollo sexual y la ovulación. Para obtener la ovulación, 
tras  12 primeras semanas de tratamiento hormonal con los diferentes regímenes térmicos, se  
aumentó la temperatura a 18 °C en ambos grupos, hasta alcanzar el estado de maduración 
final y ovulación.   
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2. OBJETIVOS: 
Ya que es sabido que: 
- Las anguilas realizan migraciones verticales diarias en las que sufren cambios de temperatura, 
mientras viajan durante meses hacia sus áreas de puesta (Aarestrup et al., 2009, Jellyman & 
Tsukamoto, 2010) 
- Se ha conseguido la maduración espontánea (sin inyecciones hormonales) en una hembra de 
anguila japonesa, únicamente sometiéndola a variaciones diarias de temperatura (Mikawa et 
al., 2008) 
Nos planteamos la siguiente hipótesis de trabajo: es posible que la aplicación de cambios 
térmicos durante la vitelogénesis genere una maduración de las hembras de anguila más 
similar a la que ocurre en la naturaleza, y por tanto, podría causar una mayor calidad de las 
puestas. Por ello, el objetivo del presente trabajo fue: 
- Evaluar el efecto de dos regímenes térmicos (uno variable y uno constante), aplicados 
durante la vitelogénesis, en la ovulación, y la calidad de las puestas de hembras de anguila 
europea, Anguilla anguilla. 
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3. MATERIAL Y MÉTODOS. 
3.1. Peces del experimento 
Un total de 90 hembras de anguila (peso medio 864±22 g) capturadas durante su 
migración en la laguna de Albufera, se compraron a la Cofradía de Pescadores del Palmar 
(Valencia) entre noviembre y diciembre de 2011, y se transportaron a las instalaciones del 
laboratorio de acuicultura en el Universidad Politécnica de Valencia. Antes de su introducción 
en los tanques de la instalación, las anguilas se sometieron a una desinfección previa con un 
baño de formol (formalina comercial, 1:5000 v/v), y a una inyección de antibiótico (septrin, 
sulfametoxazol+trimetoprim) a una dosis de 20 mg/kg. Estos procesos se realizaron para 
reducir la carga parasitaria y bacteriana que suelen portar las anguilas capturadas en la 
Albufera de Valencia.    
Ocho de las hembras se sacrificaron al llegar a la instalación, como controles, cuando 
aún estaban en agua dulce. El resto se mantuvieron en un tanque con agua dulce a 10 °C, con 
recirculación, hasta acumular un número suficiente de peces para el experimento, durante 2-3 
semanas. Una vez alcanzado el número suficiente, se incrementó la salinidad de forma 
progresiva durante 8 días, hasta alcanzar 37 g/l. El incremento se realizó por mezcla con agua 
de mar procedente de la costa, almacenada en un depósito del Laboratorio de Acuicultura. 
Durante el tiempo de cambio de salinidad, la temperatura del agua se mantuvo a 15 °C.  
Las anguilas se dividieron en 2 grupos de 45 peces, que se mantuvieron durante todo el 
experimento en 2 tanques de fibra de vidrio de 1500 l con sistemas de refrigeración y 
recirculación independientes. Los tanques se mantenían tapados con cubiertas negras para 
mantener la máxima oscuridad posible (mallas de sombra de polietileno, de uso en jardinería).  
Cada tanque se sometió a un régimen térmico diferente que se describe mas adelante. 
Las hembras se mantuvieron en ayuno durante todo el experimento. Antes de iniciar el 
experimento las hembras se marcaron con microchips (ID-100A Microtransponder, Trovan), 
que se insertaron en el músculo dorsal cercano a la aleta pectoral, para su identificación 
individual. 
 
3.2. Tratamientos hormonales 
3.2.1 Hembras 
Tras la aclimatación a agua salada, las hembras comenzaron a tratarse  semanalmente 
con extracto de hipófisis de carpa (CPE, Catvis, Ltd), que se aplicaba por inyección en el 
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musculo dorsal,  en una dosis de 20 mg/kg de peso corporal. La preparación previa del CPE se 
realizó por dilución en suero fisiológico (NaCl 0.9 g/100 ml), en una concentración de 0.1 g 
CPE/ml suero. Tras agitación, la mezcla se  centrifugó (3000 rpm, 10 minutos) y el 
sobrenadante se almacenó a -20 °C hasta su uso. La dosis usada para cada pez (20 mg/kg peso) 
se calculó tras pesar a las hembras en la primera inyección semanal, y dicha dosis se mantuvo 
constante para cada pez durante todo el experimento.  
 
3.2.2 Machos 
Cinco semanas tras comenzar el tratamiento hormonal de las hembras con CPE, un 
grupo de 30 machos comenzó a tratarse con hCG recombinante (Ovitrelle, MerckSerono®), de 
la forma habitual (1.5 IU/ g pez/semana; Pérez et al., 2000). Se mantuvieron en acuarios con 
agua de mar a 20 °C, y posteriormente se trasladaron a un tanque mayor, a 20 °C, adonde eran 
transferidas las hembras en fase de maduración final.  
Generalmente los machos se inyectaban los miércoles, pero, si se esperaba una puesta 
otro día de la semana, por ejemplo un martes, entonces los machos se inyectaban 24 h antes 
para obtener la máxima calidad del esperma (Perez et al. 2000).  
Dos horas antes del momento previsto para la puesta, se extraía el esperma de todos 
los machos por masaje abdominal. La evaluación de la motilidad se realizó de forma subjetiva, 
comprobándose en algunos casos (puestas 1 a 4) por medio de sistemas CASA (Computer 
Assisted Sperm Analyses) la fiabilidad de las observaciones subjetivas. Se seleccionaron las 
muestras de esperma de mayor motilidad (> 50%), y se realizó un pool con el semen de 3-4 
machos. Se diluyó entonces el semen a una proporción 1/50 o 1/100 con medio diluyente para 
esperma de anguila (Peñaranda et al., 2010). El semen diluido se mantuvo en refrigerador a 4 
°C hasta el momento de la fecundación.  
 
3.3 Tratamientos térmicos. 
Después de la  aclimatación de las anguilas a  agua de mar (a 15 °C), se aplicaron 2 
regímenes térmicos, denominados constante (CTE) y variable (VAR). En el régimen térmico 
CTE, la temperatura del agua se mantenía durante toda la semana a  15 °C.  
En el régimen VAR  la temperatura se mantenía a 15 °C durante 4 días a la semana 
(lunes a jueves), manteniéndose los otros 3 (viernes-domingo)  a 10 °C. En el gráfico 1 pueden 
verse los cambios semanales de temperatura.  
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Los cambios de temperatura semanal se controlaron mediante un sistema de cuatro  
enfriadores (2 por tanque), con capacidad de 1200-3000 l/h (Boyu-JAD) acoplados al sistema 
de recirculación de cada tanque. De ésta forma se  podía  modificar la temperatura de forma  
independiente en ambos tanques.  
 
 
 
 
 
 
Fig. 5: Cambios de temperatura semanales en los regímenes térmicos Constante (CTE) y 
Variable (VAR).  
 Estos regímenes térmicos se mantuvieron durante las 12 primeras semanas de 
tratamiento hormonal. A partir de este momento, y hasta la maduración final, la temperatura 
de ambos grupos se incrementó a 18 °C (Fig. 6)  
Fig. 6: Cambios de temperatura a lo largo del experimento, en los regímenes térmicos 
Constante (CTE) y Variable (VAR).  
 
3.4 Muestreos y sacrificio de animales 
Cada semana se realizaba la inyección semanal de CPE de las hembras, generalmente los 
lunes. Para ello, en primer lugar se extraían todas las hembras de un determinado 
tanque/tratamiento a otros depósitos menores (cubos de 50 l) con agua de mar y aireación. 
Posteriormente se iba pescando cada hembra con un salabre, se leía el chip con un lector 
(Trovan Ltd.) y se preparaba la dosis de CPE correspondiente a esa hembra, que se llevaba 
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anotada en una tabla. Durante las 10 primeras semanas de tratamiento no se registró de 
nuevo el peso de cada pez, pero a  partir de la inyección 10ª, se anotó el peso individual de 
cada hembra tras cada inyección, para comprobar los cambios de peso relacionados con la 
maduración final de los ovarios.  
Se realizaron sacrificios periódicos durante el experimento para otros estudios 
fisiológicos que no se muestran en éste trabajo. En total se sacrificaron: 
- 8 animales a su llegada a la instalación como: CONTROL DULCE (salinidad 0 g/l.) 
(n=8) 
- 8 animales de cada grupo tanto CTE como VAR, en las semanas 12 y 16 (n=32). 
- 8 peces control semana 16 (n=8) 
- 8 peces/grupo en estado de migración nuclear (MN) (n=13) 
Es decir, un total de 61 animales fueron sacrificados antes de la puesta.   
Las puestas se indujeron en 6 hembras de cada grupo experimental. Tras la ovulación, las 
hembras se sacrificaron; se anotó el peso de los huevos obtenidos, y parámetros biométricos 
externos (peso total, longitud total, diámetro vertical y horizontal del ojo,) para el posterior 
cálculo de índice ocular. También se tomaron de muestras de sangre y tejidos para posteriores 
análisis. Para el cálculo de los índices se usaron las siguientes fórmulas: 
- Índice ocular [I0 = 100 π Lt
-1 (0.25 (Dh+Dv))
2].  Lt es la longitud total, el Dh el diámetro 
horizontal del ojo, y Dv el diámetro vertical del ojo. Este índice se calculó de 
acuerdo con Pankhurst (1982). 
- Índice gonadosomático IGS= 100 Peso gónada x Peso total -1 
- Índice hepatosomático IHS= 100 Peso  hígado x Peso total -1 
- Índice pseudogonadosomático IPGS= [Peso de los huevos ovulados x 100] x [Peso 
del pez pre-puesta – peso de los huevos ovulados]-1.     
 
3.5 Inducción a la puesta  
Las hembras que, en el momento de la inyección semanal de CPE mostraron el vientre 
blando y abultado, acompañado por un incremento de peso, se mantuvieron aparte en un 
cesto de rejilla, dentro del tanque correspondiente, para realizar un seguimiento de su 
evolución en los días posteriores, sin perturbar al resto de peces del tanque. Si el grado de 
abultamiento del vientre era importante, también se canularon por medio de jeringas con una 
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abertura de 1.6 mm de diámetro. Se extrajo una muestra de oocitos, que se observaron de 
inmediato en una lupa Leica MZ16F, con cámara Nikon acoplada. Los oocitos se depositaban 
en una placa Petri y se añadía suero fisiológico (NaCl 0.9 %) para una observación más clara  de 
los oocitos. Dos días tras la inyección semanal de CPE, las hembras aisladas se pesaron de 
nuevo y se canularon. Se extrajo una nueva muestra de oocitos, que se observaron en fresco 
bajo la lupa. Los estados de maduración alcanzados se clasificaron de acuerdo con la escala 
publicada por Palstra et al.2005. Si los oocitos de una determinada hembra se encontraban en 
estado de migración nuclear, se procedía al protocolo de inducción de la maduración final de 
dicha hembra:  
- Inyección 2ª (Prime Dose, PD) de CPE (la misma dosis que la semanal). Se 
suministraba 2 días tras la última inyección semanal de CPE.  
- 24 horas tras la PD, se pesaban y canulaban de nuevo; los oocitos se observaban a 
la lupa. Si el estado de maduración de los oocitos correspondía con un estado de 
migración nuclear avanzada, se administraba a la hembra una inyección de DHP 
(Sigma), diluida en etanol y agua 1: 1, a una dosis de 2 µg/g pez (Ohta et al. 1997). 
- Tras la inyección de DHP, las hembras se transferían a otro tanque de 1500 l a 20°C 
hasta el momento de la puesta. Durante este periodo, en las puestas 2.1 y 2.2, las 
hembras se mantuvieron con 5 machos espermiantes, y desde la 3ª a 6ª puestas, 
las hembras estuvieron acompañadas en éste tanque por 30 machos, la mitad de 
ellos espermiantes. 
- Aproximadamente 12 horas tras la inyección de DHP se esperaba la puesta. Algo 
antes de las 12 h, las hembras se trasladaban a un cubo, también a 20 °C, desde 
donde pudiera palparse su vientre y observar la expulsión de oocitos al exterior. 
Las 12 puestas totales (de los dos grupos) se realizaron en 6 semanas, en el intervalo 
comprendido entre la semana 16 a la 23 de tratamientos hormonales (Tabla 1). Cada puesta 
fue programada para obtener huevos de un máximo de dos hembras, a excepción de las 
puestas 1 y 3 en las que solo se decidió inducir la puesta en un animal. 
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3.6 Fecundación e incubación  
Las hembras se observaron y palparon de forma periódica desde las 11 h tras la 
inyección de DHP hasta el momento de la ovulación. En algunos casos se produjeron 
ovulaciones espontáneas en el tanque (puestas 3.1, 3.2) antes del momento previsto, por lo 
que no se pudo obtener huevos (puesta 3.2), o éstos fueron muy escasos (puesta 3.1). Cuando 
la hembra comenzaba a liberar oocitos al ser presionada ligeramente en el abdomen, se 
procedía al stripping o masaje abdominal. En primer lugar, se sedaba muy ligeramente a la 
hembra, o en algunos casos no fue posible realizar la sedación, ya que la hembra comenzaba a 
liberar chorros de huevos, de modo que se realizó el stripping sin anestesia. En estos casos, 
más que un stripping se podría hablar de una puesta espontánea recogida en el momento de 
producirse.  
Antes de comenzar la recolección de huevos, se limpiaba la superficie abdominal con 
agua destilada para evitar la activación de los huevos con agua de mar. Sobre una bandeja de 
plástico previamente tarada, se realizaba el stripping, y se anotaba el peso total de los huevos 
obtenidos. A partir de aquí, parte de la puesta se fecundaba en placas Petri, y el resto en la 
propia bandeja de recolección. En primer lugar, se añadió a los huevos esperma diluido, y se 
realizó una mezcla suave. Se añadió entonces agua de mar (temperatura ambiente, 36 g/l; 
Tabla 1), y tras 5 minutos los huevos se transfirieron a recipientes con agua de mar limpia. El 
contenido de cada placa Petri se transfirió a vasos de precipitados con 200 ml de agua de mar, 
para su posterior observación tras 4 h post-fecundación, y los huevos fecundados en la 
bandeja se transfirieron a recipientes mayores (2-15 l), con aireación suave. La temperatura de 
incubación osciló entre 18 y 23°C, según las puestas (Tabla 1).  Tras 4-6 horas post-fecundación 
(h.p.f.), se tomaron muestras de los oocitos flotantes de cada puesta, y se realizaron 
fotografías con una lupa Leica MZ16F (1.6 x) para posteriormente evaluar la tasa de 
fecundación y el diámetro medio de los huevos fecundados. Se tomaron fotografías suficientes 
para incluir un número de oocitos entre 200-250. Durante la incubación, se retiraron de forma 
periódica los huevos muertos (opacos) y se realizaron renovaciones del agua de mar. Las 
condiciones específicas de cada puesta se detallan en la Tabla 1.  
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Tabla 1: Condiciones específicas en las que tuvo lugar cada una de las puestas. 
 
3.7 Flotabilidad de los huevos 
Durante la puesta, una muestra de 20 g de huevos no fecundados fue apartada para el 
cálculo del porcentaje de flotabilidad. La flotabilidad se calculó usando una probeta de 100 ml, 
llenándola con 70 ml de agua de mar a 36 g/l. Después de añadir los 20 g de huevos a la 
probeta, se dejaba reposar en oscuridad durante 10 minutos. Pasado este tiempo se anotaba 
el nº de ml de huevos flotantes y no flotantes, y se evaluaba el porcentaje de huevos flotantes. 
 
3.8 Diámetro de los oocitos  pre-fecundación y post-fecundación 
3.8.1 Diámetro de los oocitos en fase de pre-ovulación 
Una muestra de oocitos canulados en el momento de la inyección de CPE2 (o PD) se 
fotografiaron y midieron. Asimismo, una muestra de oocitos de la misma hembra se fotografió 
en el momento de la inyección de DHP, 24h más tarde. El número de oocitos medidos en el 
momento de ambas dosis  (CPE2 y DHP) osciló entre 20 y 40, en función de la cantidad de 
oocitos extraídos por canulación en ese momento. El programa informático utilizado para el 
cálculo del diámetro fue el ImageJ 1.47. 
 
 
  
Regimen Hembra TAG Peso (g) Inyección Machos 
Tº 
fecundación 
Tº 
incubación 
CTE 1 4ACA 845 16 0 17 19 
CTE 2.1 4DDB 695 18 5 18 21 
CTE 2.2 6B1E 675 18 5 18 21 
CTE 3.1 A0AF 631 19 30 20 20 
CTE 3.2 322B 936 19 30 20 --  
CTE 5.1 090B 775 22 30 20 20 
VAR 4.1 4913 745 20 30 18 18 
VAR 4.2 E113 960 20 30 18 18 
VAR 5.2 4DF4 769 22 30 20 20 
VAR 6.1 499F 1445 23 30 22 22 
VAR 6.2 8964 726 23 30 22 22 
VAR 6.3 6A61 833 23 30 22 22 
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3.8.2 Diámetro de los oocitos post-fecundación 
A partir de las imágenes tomadas a las 4-5  horas post-fecundación con una lupa Leica 
MZ16F, se realizaron diversas medidas en un total de aproximadamente, 100 huevos por 
puesta. Las medidas se realizaron en huevos fecundados, los cuales se diferenciaban por la 
aparición de divisiones celulares (Fig. 7). Se tomaron 2 medidas del diámetro de cada oocito, 1) 
sin espacio perivitelino y 2) con espacio perivitelino y corion (Fig. 8). El programa utilizado para 
el cálculo de los diámetros fue el software de análisis de imagen ImageJ 1.47. 
 
 
Fig. 7: Puesta 1 de régimen CTE, tomada 4h.p.f. A) Huevos no fecundados, B) Huevos 
fecundados. Objetivo: 1.6x 
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Fig. 8: Puesta 1 de régimen CTE, tomada 4h.p.f. D1) diámetro del cigoto sin espacio 
perivitelino, D2) diámetro del cigoto con espacio perivitelino . Escala: 900 µm. 
 
3.9 Análisis estadístico 
Cada variable se analizó para comprobar su normalidad mediante el coeficiente de 
asimetría y el de Curtosis como parámetros de referencia. Las variables no normales se 
transformaron a su logaritmo en base 10 y de nuevo se comprobó la normalidad.  
Se realizó un ANOVA de dos vías (muestreo, régimen térmico), seguido por un  análisis 
de rangos multiples (Test de Newman-Kewls) para la comparación de medias. La 
homogeneidad de varianzas se estudió con el test de Bartlett. Para todos los tests se consideró 
un valor P<0.05 para indicar si las diferencias eran o no significativas. Todos los procedimientos 
estadísticos se realizaron con el software Statgraphics Plus® 5.1 (Statistical Graphics Corp., 
Rockville, MO, USA) y SPSS 15.0 (IBM, software). Los resultados se presentan como la media ±  
error estándar.  
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4. RESULTADOS 
4.1. Porcentaje de respuesta a los tratamientos 
Aunque el número total de hembras que iniciaron el tratamiento hormonal fue de 45 
por tratamiento térmico, sólo una parte se llevó a maduración final y ovulación. 
Concretamente 13 hembras del grupo CTE y 19 hembras del grupo VAR. De las 13 hembras 
iniciales del grupo CTE, 11 hembras maduraron, y 2 (18 %) no respondieron a los tratamientos.  
(Non responders, N.R.); de las 11 hembras que maduraron, 5 hembras fueron sacrificadas en 
estado de migración nuclear, y en las otras 6 se indujo la puesta. En cuanto al tratamiento VAR, 
de las 19 hembras iniciales, 16 llegaron al estado de maduración, y 3 no respondieron a los 
tratamientos; de las 16 hembras que maduraron, se sacrificaron 8 en estado de migración 
nuclear, y 2 más se sacrificaron cuando ya habían entrado en regresión, tras haber 
sobremadurado. La puesta se indujo en 6 ejemplares del grupo VAR.  
 
 
 
 
 
 
 
 
En resumen, en el tratamiento CTE se produjo la maduración del 84.6 % de las 
hembras, y en el grupo VAR, del 84.2 % de las hembras. En la Tabla 2 se muestra el resumen de 
las distintas puestas obtenidas en ambos grupos. Finalmente cinco puestas (de seis) fueron 
analizadas para cada grupo (Tabla 2), ya que hubo una puesta fallida por cada uno de los 
grupos por causas de sobremaduración o puesta espontánea en el tanque. 
 
 
 
 
13 CTE 
19 VAR 
11 Maduración 
2 Non responders 
16 Maduración 
3 Non responders 
5 SACRIFICADAS MN 
6 PUESTAS 
8 SACRIFICADAS MN 
6 PUESTAS 
2 SOBREMADURACIONES  
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Puesta Semana Régimen 
Incremento 
de peso 
(%)   
Tiempo 
de 
latencia 
Peso  
huevos 
(g) 
Tasa de 
fecundación 
(%) 
 
Estado 
máximo 
1 16 CTE 102.0 15 h 30' 261.7 82,47 Gástrula 
2.1 18 CTE 114.0 14 h 30' 261.2 73,79 Gástrula 
2.2 18 CTE 116.2 14 h 22' 270 91,7 Gástrula 
3.1 19 CTE 106.2 12 h 110 70,67 Gástrula 
4.1 20 VAR 102.2 12 h 331.6 79,89 
Larva 
eclosionada 
4.2 20 VAR 101.5 13 h 10' 162.5 98,4 
Neurula 
temprana 
5.1 22 CTE  113 12 h 285 40,45 
Neurula 
temprana 
5.2 22 VAR 114.8 17 h 05' 270 39,58 larva eclos. 
6.1 23 VAR 95.6 10 h 56' 404 76,8 larva eclos. 
6.2 23 VAR 94.6 12 h 05' 246.5 82,75 larva eclos. 
Tabla 2: Parámetros preovulatorios (Incremento de peso), ovulatorios (tiempo de latencia, 
peso de los huevos ovulados) y post-fecundación (% de fecundación, estado de desarrollo 
embrionario máximo observado) de las diferentes puestas obtenidas. (% Incremento de peso= 
peso final*100* peso inicial-1)   
 
4.2 Tiempo de maduración y ovulación 
En la Figura 9 puede observarse las semanas de aparición de hembras maduras (en 
estado de migración nuclear) y las ovulaciones obtenidas de cada grupo de tratamiento a lo 
largo del tiempo. La primera ovulación se obtuvo en el grupo CTE en la semana 16ª de 
tratamiento hormonal (tras 4 semanas a 18°C). La primera ovulación de hembras del grupo 
VAR se observó 2 semanas más tarde.  
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Fig. 9: Tiempo de aparición de hembras en estado de migración nuclear (MN) y hembras en las 
que se indujo la ovulación (OVU), tanto en régimen constante (A), como en variable (B).  
En el grupo CTE, la mayor concentración de hembras maduras se produjo en las 
semanas 18-22ª de tratamiento hormonal, mientras que en el grupo VAR apareció algo más 
tarde, con un máximo de hembras maduras tras 20-23 semanas de tratamiento con 
inyecciones semanales de CPE.  
Al comparar el tiempo medio de hasta alcanzar la ovulación, aparecieron diferencias 
estadísticamente significativas (p<0.05) entre ambos tratamientos, con una media de 18.7±0.7 
semanas en el grupo CTE, frente a 21.8±0.7 semanas en el grupo VAR.   
Todas las hembras que se inyectaron con DHP presentaron respuesta ovulatoria, sin 
excepción.  
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4.3. Evolución del peso correspondiente a hembras que ovularon 
4.3.1 Cambios en el peso previos a la puesta 
En la Figura 10 puede verse la evolución del peso corporal de las hembras que 
realizaron puestas de ambos grupos. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 10: Evolución del peso individual (g) de las hembras que originaron puestas 
 
Según muestra el gráfico,  en general todas las hembras sufrieron un incremento de 
peso desde las semanas previas a la ovulación. En la mayoría de los casos el incremento de 
peso comenzó 2 semanas antes de la ovulación, aunque en algunos casos el periodo de 
aumento fue más largo (4 semanas, hembras 3.1, 3.2 régimen CTE) o más corto, de sólo 1 
semana (hembra 5.1 régimen constante, hembras 5.2, 6.2 del régimen VAR).  
 
 
 
CTE 
Week 
10 12 14 16 18 20 22 24 26
P
e
s
o
 (
g
)
500
600
700
800
900
1000
1100
1200
1 
2.1
2.2
3.1 
3.2 
5.1 
VAR 
Semana de tratamiento (inyecciones)
10 12 14 16 18 20 22 24 26
P
e
s
o
 (
g
)
600
800
1000
1200
1400
1600
1800
4.1 
4.2 
5.2 
6.1 
6.2 
6.3 
RESULTADOS  
29 
 
4.3.2 Incremento del peso durante la maduración final 
No hubo diferencias significativas (p<0.05) en las variaciones de peso previas a la 
puesta entre ambos grupos (Figura  11), aunque se observaba una tendencia: las hembras del 
grupo CTE parecían incrementar más su peso respecto a la semana previa a la ovulación 
(Fig.11. A), mientras que los incrementos de peso en la misma semana de la puesta 
(incremento desde la inyección de CPE semanal hasta la Prime Dose (PD), o el incremento 
desde la PD hasta la inyección de DHP) parecían mayores en el grupo que siguió el régimen 
térmico VAR.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11.  Incremento del peso relativo de las hembras que ovularon. (A): desde la 
inyección semanal de la semana previa, hasta la inyección semanal en la semana de ovulación 
(7d). (B): desde la inyección semanal de CPE hasta la Prime Dose (2ª inyección de CPE), (48h). 
(C): desde la Prime Dose hasta la inyección de DHP (24h más tarde). 
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4.4. Evolución del peso de las hembras que no maduraron 
En la figura 12 puede verse la evolución del peso de las hembras que no maduraron 
sexualmente en respuesta al tratamiento hormonal. En general, se aprecia una disminución 
progresiva del peso a lo largo del tiempo. 
  
Fig. 12: Evolución del peso en los peces que no respondieron a los tratamientos hormonales en 
ambos grupos.  
Las hembras 1 y 2 del grupo constante se eliminaron del experimento en  las semanas 
16 y 18, respectivamente. La única hembra que experimentó un pico de incremento de peso 
fue la hembra 2 del grupo VAR. 
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4.5 índices biométricos de las hembras en post-ovulación 
Tras la ovulación, solo se observaron diferencias significativas entre regímenes 
térmicos en el índice gonadosomático (Figura 13), el cual fue significativamente mayor 
(p<0.05) en el grupo CTE, en comparación con el grupo VAR. Es decir, que las hembras del 
grupo CTE retuvieron un mayor porcentaje de su gónada tras la puesta que las del grupo VAR. 
 
Fig. 13: Índices biométricos correspondientes a hembras ovuladas, de los 2 tratamientos 
térmicos. 
 
4.6 Tiempo de respuesta a la inyección de DHP 
El tiempo de respuesta ovulatoria a la inyección de DHP (Figura 14) no se vio afectado por 
el tratamiento térmico recibido, pero sí por la presencia de machos acompañando a las 
hembras en las ultimas 10-12 horas previas a la ovulación (p<0.01). Las hembras que 
maduraron con abundante presencia de machos (30 machos, durante las últimas 10-14 horas 
antes de la puesta) ovularon tras una media de 12 horas tras la inyección de DHP, mientras 
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que las que no estuvieron acompañadas por machos, o con sólo 5 machos, tardaron una media 
de casi 15 h en ovular.  
Además, aunque no se anotaron los datos de forma sistemática, las puestas con machos 
abundantes parecían ser espontáneas, ya que en muchos casos la hembra expulsaba los 
huevos por sí misma, de modo que nuestra labor se restringía a sujetar el animal mientras 
realizaba la puesta, más que a presionarle el abdomen para que expulsara los huevos.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 14: Tiempo de respuesta ovulatoria a la inyección de DHP, en ausencia de machos (sólo 5 
machos en las últimas 2-3 h), o en presencia de 30 machos durante las 10-14 h previas a la 
puesta. (Excluido el dato de la hembra 5.2, mas inmadura de lo habitual). (n=3, n=7) 
 
4.7 Calidad de las puestas: flotabilidad, tasa de fecundación, % de huevos con divisiones 
regulares.  
El porcentaje de huevos flotantes (Fig.15.A) en las puestas del grupo VAR fue 
significativamente superior al de las puestas del grupo CTE (p< 0.05), con una media de 92 % 
frente a 74,4 % en el grupo CTE. Sin embargo, no hubo diferencias significativas en la tasa de 
fecundación, superior al 60 % en ambos casos, o en  porcentaje de embriones con divisiones 
regulares, que estuvo en torno al 16-20 %.  
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Fig. 15: Flotabilidad (A), tasa de fecundación (B) y porcentaje de embriones con divisiones 
regulares (C) en las puestas obtenidas con diferentes regímenes térmicos.  
 
4.8. Tamaño de los oocitos: diámetros 
4.8.1. Incrementos de diámetro previos a la ovulación 
Al comparar el aumento de tamaño del huevo en las últimas 24h antes de la ovulación 
(entre la 2ª dosis de CPE = PD y la inyección de DHP), en el grupo VAR se produjo un aumento 
del tamaño significativo (p<0.05; Fig. 16), mientras que en el grupo VAR las diferencias no 
fueron significativas.  
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Fig. 16: Diámetro medido de los oocitos, en el momento correspondiente a la dosis de CPE2 y 
DHP, obtenidos con los diferentes regímenes térmicos. 
 
4.8.2. Diámetro de los huevos embrionados a las 4h post-fecundación. 
Como muestra la Figura 17, no se observaron diferencias en el diámetro del cigoto (sin 
espacio perivitelino) o el diámetro total del cigoto entre ambos grupos, CTE y VAR.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 17: Diámetro medio de los cigotos, 4h post-fecundación, obtenidos con los dos regímenes 
térmicos. Diametro del cigoto, y diámetro total, incluyendo el espacio perivitelino.  
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4.9. Desarrollo embrionario 
Cuatro de cinco puestas del grupo VAR dieron lugar a larvas que eclosionaron, (Fig.18: 
17 y 18), mientras que en el grupo CTE el desarrollo se detuvo en estado de gástrula  en cuatro 
de las cinco puestas (Fig. 18: 12). 
Las puestas comenzaron a observarse 4 horas post-fecundación, con el objetivo de observar 
los embriones en estado de mórula. Sin embargo, algunos estados previos aparecieron al 
mismo tiempo; estados de 4 células (Fig. 18: 1, 18: 2), de 8 células (Fig. 18: 3), o 16 células (Fig. 
18: 4). En la Tabla 3 puede verse los tiempos de aparición de los diferentes estados 
embrionarios.  
Los estados de mórula (definidos por un nº de células entre 32-64), con formas 
redondeadas u ovoides (Fig. 18: 5, 18: 6) aparecieron entre las 4-5 h.p.f. Los estados de 
blástula (Fig. 18: 7, 18: 8, 18: 9), que se definen por un nº de células >128, con aspecto 
redondeado y células poco visibles, se observaron entre las 5 h 40’ y las 6 h 46’ p.f. La 
gastrulación (Fig. 18: 10) comenzó a las 6 h 40’ (puestas 1, 2.1) y se observó hasta las 9 h 20’ p. 
f. (puestas 4.1, 4.2). Un estado tardío de gastrulación, el de anillo germinal, se observó  entre 
las 6 h 46’ (hembra 2.1, Fig. 18: 11) hasta las 13 h.p.f (Fig. 18:12).  
 
Tiempo Estado de desarollo 
3 h 40- 5 h 30’ Primeras divisiones o estado de 4,8, 16 células 
4 h 20’- 5 h.30’ h.p.f Mórula 
5 h 40’-6 h 46’ p.f Blástula o blastodisco 
6.40-9.20 h.p.f Gástrula 
6 h 46’-13 h.p.f. Gástrula: anillo germinal 
30 h.p.f. Segmentación 
35 h.p.f. Cola libre 
41 h 48’ p.f. (5.2) Corazón latiendo 
34 h. 40’ p.f. (6.1) 
Movimientos embrión 
35 h.40’ p.f. (6.1) 
Mucha vibración embriones 
41 h 48’ (5.2) 
38 h 16’ (6.1) 
36 h 45’ (6.2) 
Eclosión 
 
Tabla 3. Desarrollo embrionario de la anguila en el presente experimento. 
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La segmentación, con aparición de somitas y notocorda claramente visible, se observó 
a las 30 h.p.f (Fig. 18: 13, hembra 5.1). A las 35 h.p.f, el embrión presentaba una segmentación 
más completa, y la cola parcialmente libre (Fig. 18: 14, hembra 6.2). En una hembra (5.1), se 
observaron latidos del corazón justo tras la eclosión, 42 h.p.f. (hembra 5.2). Sin embargo, en 
los embriones de la puesta 6.1, se apreció latido del corazón 2 h 30’ antes de la eclosión, al 
mismo tiempo que los embriones comenzaban a vibrar. Las vibraciones de los embriones 
comenzaron 3 h 44’ antes de la eclosión, y se volvieron más frecuentes desde 2 h 40’ antes de 
la eclosión.  
El momento de eclosión de las larvas no pudo observarse en la puesta 4.1, ya que 
habían muerto unas horas antes de su observación, a las 62 h.p.f. En las otras 3 puestas que 
originaron larvas, la eclosión se produjo a las 42 h.p.f. (hembra 5.2, a 22°C), y a las 37-38 h 
(hembras 6.1, 6.2, a 22°C). 
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Fig. 18  (1): estado de 4 células (hembra 2.1, 5 h.p.f., 18°C). (2): estado 4 células, vista lateral 
(hembra 1,  5h 30’ p.f. 17°C). (3): estado de 8 células (hembra 1, 6h 21’ p.f. 19°C). (4): estado 
16 células (hembra 1,  4h 17’ p.f 17°C). (5): mórula de células grandes, 5 h 52 p.f. (hembra 3.1, 
20°C). (6): mórula oblonga, 6 h 12 p.f., (hembra 3.1, 20°C). 
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Fig. 18: (7): blástula, vista lateral, 6 h 14’ p.f. (hembra 3.1, 20°C), (8): blástula, vista dorsal, 6 h 
46’ p.f. (hembra 1, 19°C), (9): blástula, vista lateral, 6 h 46’ p.f. (hembra 1, 19°C) (10):  inicio 
gastrulación, 6 h 37’ p.f. (hembra 2.1, 21°C), (11): gastrulación, anillo germinal, 6 h 37’ p.f. , 
(hembra 2.1, 21°C)  (12): gastrulación, anillo germinal, 13 h 04’ p.f. (hembra  4.2, 18°C).  
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Fig. 18: (13): estado de segmentación,  30 h 15’ p.f. (hembra 5.1, 20°C),  (14): embrión, , 35 h 
21’ p.f.( hembra 6.2, 22°C), (15):  embrión, 35 h 08’ p.f., (hembra 5.1, 20°C), (16): justo tras 
eclosión, 38 h 16’ p.f (hembra 6.1, 22°C),., (17): larva, 3 h post-eclosión (hembra 6.1, 22°C), 
(18): larva 5 h post-eclosión, (hembra 6.1, 22°C).  
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Fig. 18: (19): larva 21 h 15’ post-eclosión, (20): larva 49 h 45’ post-eclosión, (21): larva 74 h 20’ 
post-eclosión, (22): larva de 96 h, muerta. 
 
4.10. Larvas obtenidas 
En la puesta 4.1 (grupo VAR), que se observó a las 62 h.p.f. los embriones y larvas habían 
muerto en el momento de su observación; se pudieron ver en total 12 larvas que habían 
eclosionado, y otras 7 que habían muerto antes de la eclosión. Se examinó un gran número de 
muestras, y se observó aproximadamente una larva por cada 200 oocitos examinados, lo que 
supondría un % de eclosión de aproximadamente 0.5 %.  
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Las larvas se encontraban en el fondo del incubador o de las botellas de incubación. El 
agua de mar se había renovado a 10 h.p.f. a 13 h 30 p.f., y a 34 h.p.f. Posiblemente habría 
hecho falta una renovación de agua mar más frecuente.  
En la puesta 5.2 (grupo VAR) se observó la eclosión de unas 7 larvas 42 h. post-
fecundación, aunque no se realizó un muestreo exhaustivo. En este caso se había renovado el 
agua de un modo más frecuente, con 5 renovaciones hasta el momento de eclosión. Aunque la 
puesta 5.1 (grupo VAR) se realizó en las mismas condiciones, en la misma noche, el máximo 
desarrollo observado fue de larvas bien desarrolladas (2 larvas), pero que no llegaron a 
eclosionar.  
De las últimas 2 puestas (6.1 Y 6.2) se obtuvo un gran número de embriones en estados 
avanzados que eclosionaron. Tan solo en las botellas de cultivo (donde se habían incubado 3 
ml de huevos de cada puesta), se observó un total de 95 larvas eclosionadas  de la puesta 6.1 
(Fig. 19), y un total de 54 larvas de la puesta 6.2. Aunque la eclosión comenzó a las 37-38 h.p.f, 
la mayor eclosión se observó a las 40-41 h.p.f. En el momento de la eclosión, las larvas medían 
1.45 mm. Un día después de la eclosión (19-20 horas post-eclosión), median 2.5 mm (Fig. 18: 
19); dos días tras la eclosión median 3.5 mm (48 h. post eclosión), a los 3 días (96 h) medían 
4.3 mm (Fig. 18: 21), y habían reabsorbido gran parte de su saco vitelino. Desde la eclosión se 
produjo una gran mortalidad, ya que a las 24 tras eclosión sólo 46 larvas (12 de la puesta 6.2, 
24 de la puesta 6.1) seguían vivas (11 %), a las 48 h sólo vivían 5  (3.3 %), y a las 96 h solo 2 
habían sobrevivido (1.3 %).  
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 19: Larvas de la puesta 6.1.  
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5. DISCUSIÓN 
Está bien documentado que la temperatura puede tener un profundo impacto en 
diversos aspectos de la reproducción de los peces, ya que puede afectar a los niveles de 
hormonas  durante el ciclo reproductivo (Pankhurst et al 1996;. van der Kraak, Pankhurst y 
1996; Suquet et al. 2005). Las perturbaciones térmicas experimentadas por los reproductores 
durante su ciclo reproductor pueden conducir a futuras anomalías en características 
reproductivas como la fertilidad, la  fecundidad y la calidad de los huevos, así como en el 
desarrollo gonadal (Brown et al. 1995). Diversos  estudios han demostrado que la maduración 
final de ovocitos, la ovulación y el momento del desove de los peces teleósteos cautivos eran 
particularmente sensibles a cambios de temperatura (Gillet 1991; Taranger y Hansen 1993; 
Van der Kraak Pankhurst y 1996; Tveiten et al. 2000). 
En este trabajo se aplicaron  diferentes regímenes térmicos desde el estado de 
previtelogénesis, al inicio, hasta el estado de vitelogénesis media. En la semana 12 de 
tratamiento hormonal, cuando finalizaron los 2 tratamientos térmicos, todas las hembras de 
ambos grupos que fueron sacrificadas se encontraban en fase de vitelogénesis media, sin 
diferencias significativas en el IGS (media 8.5±2) o en el diámetro de los oocitos (media 341±27 
µm).  
 
Tiempo de maduración y ovulación 
En este trabajo se ha observado que el mantenimiento a temperatura constante de 
15°C no incrementa la velocidad de desarrollo hasta alcanzar el estado de vitelogénesis media 
(semana 12, datos no mostrados), pero sin embargo, generó un adelanto en  el momento de la 
puesta, respecto a las hembras que se sometieron  a variaciones entre 10-15°C en el mismo 
período. Es decir, que la velocidad de desarrollo es similar en ambos regímenes hasta alcanzar 
cierto estado (vitelogénesis media), a partir del cual la temperatura más alta genera una mayor 
velocidad de desarrollo, es decir, una progresión más rápida hacia la maduración final de los 
oocitos. En trabajos previos también hemos observado que la progresión hasta el estado de 
vitelogénesis media es similar a temperaturas de 15 y 18-20 °C (Pérez et al., 2011, Mazzeo et 
al., en revisión), pero a partir de esta etapa, las temperaturas mas altas  causan una 
aceleración en el desarrollo sexual de hembras de anguila. Los resultados del presente  trabajo 
apoyan la hipótesis de que la temperatura afecta de un modo diferente en función del estado 
de desarrollo sexual de las hembras. Las menores temperaturas experimentadas por el grupo 
VAR no retrasan el desarrollo hasta vitelogénesis media, pero si retrasan la llegada de la 
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maduración final y ovulación. La temperatura podría usarse como modulador de la 
maduración sexual de las hembras en condiciones de laboratorio o hatcheries, por ejemplo, 
para producir puestas de una forma escalonada, evitando así acumulación de un gran número 
de puestas al mismo tiempo, y facilitando así el manejo de las mismas.  
El tiempo medio hasta alcanzar la ovulación en el presente experimento fue de 18,7 y 
21,8 semanas, en los grupos CTE y VAR, respectivamente. Nuestros resultados confirman los 
de Palstra et al. (2005), de que la anguila europea muestra una amplia variabilidad individual y 
una respuesta mucho más lenta a la estimulación hormonal, frente a la anguila japonesa. Sin 
embargo, hay que destacar que la anguila japonesa se madura a mayor temperatura, 20 °C, al 
igual que la anguila europea. Es decir, que en condiciones de maduración a temperatura alta y 
constante, las puestas de anguila europea se producen tras 10-11 semanas de tratamiento 
hormonal (Pérez et al., 2008), mientras que cuando se maduran con regímenes variables de 
temperatura que comienzan con temperaturas bajas (este experimento, Pérez et al., 2011), la 
ovulación se produce a partir de 16-17 semanas de tratamiento.  
 
Incremento de peso anterior a las puestas 
En estudios previos (Ohta et al., 2003, Tanaka et al., 2003) se ha considerado que un 
incremento de peso (respecto al inicio del tratamiento hormonal) del 110 % o mayor era 
adecuado para inducir la puesta de las hembras de anguila. En el presente experimento, este 
incremento de peso fue en muchos casos inferior al 110 %, y en el caso de las hembras que 
originaron mayor número de larvas, su incremento de peso fue menor al 100 % respecto al 
inicio. Estas hembras habían madurado al cabo de 23 semanas de tratamiento, durante las 
cuales no se alimentaron, mientras que la anguila japonesa madura en un periodo muy 
inferior, entre 10-11 semanas, por lo que la pérdida de peso debida al ayuno es inferior, y por 
tanto, el incremento de peso observado durante la maduración final es mayor. Dada la calidad 
de las puestas obtenida de hembras que no habían incrementado su peso desde el inicio,  
consideramos que, en la anguila europea, un criterio más fiable para la inducción de la puesta 
debe basarse en el incremento de peso respecto a la semana previa (entre 101 y 120 % en las 
mejores puestas) y no frente al inicio del experimento. También son útiles como indicadores  
los incrementos de peso en la última semana, es decir, el incremento de peso entre la 
inyección semanal de CPE y la prime dose (110 % de media), o la variación desde la PD hasta la 
inyección de DHP (106 % de media).  
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Tiempo de latencia tras la inyección de DHP 
El tiempo de latencia, es decir, el tiempo que transcurre entre la inyección de DHP y la 
respuesta ovulatoria, fue de 12-14 horas en todas las puestas, a excepción de las puestas 1 y 
5.2 que se produjeron  15:30 y 17 horas respectivamente tras la inyección de DHP. En esta 
última hembra, 5.2, el estado de desarrollo de los oocitos en el momento de la inyección DHP 
fue algo más temprano de lo habitual, lo que explicaría el retraso en el tiempo de puesta de 
esta hembra en comparación a las demás. 
Además, pese a que el tiempo de latencia no se vio afectado por el tratamiento 
térmico, si se observó un efecto en la presencia o no de los machos en el mismo. En este 
trabajo se ha comprobado que una presencia abundante de machos (30 machos), da lugar a 
una respuesta más temprana (12h) que una presencia menor (5 machos), la cual resultó más 
tardía (15h). 
Esta diferencia entre la presencia abundante o no de machos, también fue observada 
en el proceso de puesta, ya que como ya se ha mencionado en los resultados la presencia 
abundante de machos (30 aproximadamente) da lugar a puestas espontáneas, en los que no 
hacía falta recurrir al masaje abdominal para la expulsión de los huevos. 
 Es muy probable que el efecto de la presencia de machos en la ovulación se deba a la 
liberación de feromonas por parte de estos, ya que en otras especies se ha comprobado que 
las feromonas juegan un papel esencial en la sincronización de las puestas de machos y 
hembras. En el arenque, por ejemplo, se ha demostrado que una feromona presente en el 
esperma inducía la puesta de las hembras (Carolsfeld et al. 1997). 
 Flotabilidad y porcentaje de fecundación 
 Los huevos pelágicos de peces flotan en el agua de mar debido a su elevada cantidad 
de agua. Así, mientras que los huevos demersales tienen contenidos en agua de 60-70 %, los 
huevos pelágicos de especies marinas tienen un contenido de agua muy elevado (cerca de 
92%), y un contenido de lípidos de 10-17 % del peso seco. Cerca del 90 % de la flotabilidad de 
estos huevos en el agua de mar se debe al contenido acuoso, y solo un 10 % al contenido 
lipídico (Craik & Harvey, 1987). El elevado contenido en agua de los huevos pelágicos se debe a 
una entrada masiva de agua en el interior de los oocitos durante la maduración meiótica que 
se produce tras la vitelogénesis y antes de la ovulación. La entrada de agua (hidratación del 
huevo) se debe fundamentalmente al incremento de aminoácidos libres generados por la 
DISCUSIÓN 
45 
 
ruptura proteolítica parcial de proteínas derivadas de la vitelogenina (revisado por Babin et al., 
2007).   
La flotabilidad de los huevos se ha empleado tradicionalmente como un indicador de 
calidad en los huevos de diversas especies marinas pelágicas, incluyendo la anguila japonesa 
(Seoka et al., 2003). Se ha comprobado que el porcentaje de huevos flotantes, medidos varias 
horas tras la fecundación, se correlaciona positivamente con la tasa de eclosión de los huevos. 
Esto se debe a que los huevos no fecundados y los huevos fecundados que han cesado su 
desarrollo pierden su flotabilidad tras un tiempo.  
En el presente estudio se observó una mayor flotabilidad (medida inmediatamente 
tras fecundación) en los huevos procedentes de hembras del régimen VAR, a pesar de que 
todos ellos se incubaron en las mismas condiciones de salinidad (36 g/l).  Además, el grupo 
VAR, mostró un mayor incremento en el diámetro de los oocitos previo a la ovulación, 
calculado entre el momento de dosis de CPE2 y DHP, lo que sugiere una mayor hidratación de 
los oocitos del grupo VAR previa a la puesta. Esto podría deberse a un efecto de los regímenes 
térmicos en alguno de los procesos que afectan a la hidratación, es decir, a diferencias en la 
proteólisis de componentes del vitelo, que causa el gradiente osmótico favorable a la entrada 
de agua, o bien a diferencias en la membrana externa del huevo o corion, implicada en la 
regulación osmótica del mismo. Esto concuerda con Unuma et al. (2005) en anguila japonesa, 
quienes sugieren que el hundimiento de los oocitos tras la fecundación artificial puede 
deberse a fallos en la maduración final o bien a la incapacidad de osmoregulación de los 
huevos.  
Cabe destacar que, en cualquier caso, la flotabilidad fue elevada en ambos grupos, ya 
que todas las puestas (excepto las que se evaluaron de forma tardía, con la mayor parte de la 
puesta liberada en el tanque) presentaron una flotabilidad superior al 60 %. En experimentos 
previos, con diferentes protocolos de maduración final, y temperatura constante de 20ºC 
durante toda la maduración, solo se obtuvieron huevos flotantes en un 40-50 % de las puestas 
(Pérez, datos no publicados), mientras que en el resto de puestas, los oocitos caían 
inmediatamente al fondo del recipiente tras la fecundación. Así pues, el protocolo empleado 
para la maduración final permite obtener una elevada calidad de las puestas, ya que reduce el 
número de hembras que sufren una sobremaduración de los huevos.     
La tasa de fecundación osciló  entre el 70 y el 98% de forma general, siendo la puesta 
con mayor porcentaje  de fecundación la correspondiente a la hembra 4.2, perteneciente al 
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grupo VAR.  Sin embargo, no hubo  diferencias entre tratamientos térmicos en cuanto al 
porcentaje  de fecundación, a pesar de las diferencias encontradas en flotabilidad. Esto puede 
deberse a que la tasa de fecundación se midió únicamente en muestras de los huevos flotantes 
al cabo de 4-6 h.p.f. Es posible que si la tasa de fecundación se hubiera medido sobre todos los 
oocitos presentes a 4 h.p.f., y no sólo sobre los flotantes, se hubiera observado en conjunto 
una mayor tasa de fecundación en las puestas del grupo VAR.   
 
Estados de desarrollo máximo alcanzados en los embriones 
Como se puede observar en los resultados obtenidos en la tabla 2, no existe una 
relación directa entre la tasa de fecundación y el estado de desarrollo máximo alcanzado. Es 
decir, que hembras con una mayor tasa de fecundación alcanzaron un menor desarrollo 
embrionario que otras hembras con un menor ratio de fecundación, realizándose la puesta 
bajo las mismas condiciones (por ejemplo en las puestas 4 y 6).  
Sin embargo, sí parece existir una relación entre el estado máximo de desarrollo 
alcanzado y el hecho de haber modificado la temperatura de incubación en las primeras 4 
horas pos-fecundación. Si se compara el estado de desarrollo alcanzado por las hembras del 
grupo CTE, se puede observar que la hembra con un mayor grado de desarrollo embrionario 
(5.1), corresponde a la hembra cuya temperatura de fecundación e incubación fue la misma 
(20°C). Asimismo, en el grupo VAR, todas las puestas que estuvieron bajo las mismas 
condiciones térmicas en las primeras 4 h.p.f desarrollaron larvas, mientras que en un caso, 
donde la temperatura se incrementó 1.5°C (puesta 4.2), el desarrollo máximo fue hasta 
neurula (final de gastrulación). Asimismo, una excepción fue la puesta 3.1 (grupo CTE), que, 
aunque no experimentó cambios de temperatura, únicamente originó un desarrollo hasta 
estado de gástrula. Hay que destacar que esta puesta se produjo parcialmente en el tanque, de 
modo que solo pudo obtenerse una pequeña porción de los huevos liberados, con baja 
flotabilidad, lo que habría afectado a su calidad. Así, nuestros resultados sugieren que es 
necesario mantener las puestas, al menos durante las 4-5 primeras horas de incubación sin 
modificar la temperatura, y con la mínima manipulación posible.  
En nuestro estudio, cuatro de las cinco hembras del grupo VAR dieron lugar a larvas 
eclosionadas, en comparación con el grupo CTE del cual únicamente una de las puestas originó 
larvas, pero que no llegaron a eclosionar. El hecho de que 3 de las 5 puestas estudiadas del 
grupo CTE se incubaran en condiciones diferentes (modificando la temperatura en las primeras 
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horas pos-fecundación) impide diferenciar entre el efecto debido al régimen térmico y el 
efecto debido a las condiciones de incubación.   
Respecto a la velocidad del desarrollo embrionario, es bien conocido que su velocidad 
se encuentra directamente relacionada con la temperatura de incubación. En el presente 
estudio se observó la eclosión de las larvas a las 38-42 h.p.f, tras incubación a 22 °C. Estos 
resultados concuerdan con los obtenidos en anguila japonesa (Anh et al., 2012), donde la 
eclosión a 22 °C se producía tras 35-43 h.p.f. Esto parece indicar que ambas especies presentan 
una velocidad de desarrollo embrionario similar.  
 
Método de maduración final 
Incremento de temperatura 
El método empleado durante la maduración final de la anguila incluyó el paso desde 
una temperatura de 18°C a 20°C en el momento de la última inyección de MIS, para inducir la 
puesta. Este método para la maduración final ya se había empleado en numerosas ocasiones 
para inducir la puesta de la anguila japonesa (incremento de temperatura en 2°C, Ohta et al., 
1996, Yokishawa, 2012), y fue usado previamente por Palstra et al. (2005) en anguila europea. 
En un estudio en anguila japonesa se comparó la calidad de las puestas obtenidas tras 
incrementos finales de temperatura de 0°C (18-18°C), 4°C (18-22°C), 9°C (18-27°C), y -4°C (18-
14°C), y sólo se obtuvieron puestas en el rango de temperaturas entre 18 y 22°C, siendo el 
porcentaje de puestas inferior a 18°C, cuando no se había incrementado la temperatura 
(Yokishawa, 2012). Así pues, el método empleado, de mantenimiento de las hembras a 18°C y 
subida posterior de 2 °C, parece adecuado para la inducción de la puesta, que se produjo en el 
100 % de las hembras del presente experimento.  
 
Utilización de machos en la maduración final 
La estabulación con machos durante la maduración final parece que es la práctica 
habitual en la maduración de anguila japonesa (Kagawa et al., 2013). De hecho, al método de 
inducción a la puesta que se basa en la elevación 2 °C de temperatura, y estabulación con 
machos espermiantes al mismo tiempo, se le denomina “spontaneous spawning method”, o 
método de puesta espontánea, frente al método  denominado “stripping-insemination 
method”, o método de masaje abdominal y fecundación, donde no se eleva la temperatura y 
DISCUSIÓN 
 
48 
 
las hembras no se estabulan con machos (Horie et al., 2008). Horie et al. (2008) demostró que 
la tasa de fecundación, eclosión, y supervivencia larvaria a los 5 días, eran mayores en los 
huevos procedentes de anguila japonesa tratada con el método de puesta espontánea frente al 
método de masaje abdominal y fecundación.  No existen trabajos, sin embargo, que 
diferencien el efecto debido a la presencia de machos con el efecto debido al incremento en 
2°C la temperatura. En el presente estudio, la puesta 1 (grupo CTE) se realizó en ausencia de 
machos, y las puestas 2.1 y 2.2 (grupo CTE), con sólo 5 machos espermiantes. El resto de 
puestas se realizaron con 30 machos, de los cuales aproximadamente 15 producían esperma. 
La presencia de una mayor cantidad de machos redujo el tiempo de respuesta al DHP (15 h 30’ 
sin machos, 14 h 25’ con 5 machos, y  12 h de media en las puestas con 30 machos). Sin 
embargo, no parecía existir un efecto de la presencia de machos en la tasa de fecundación 
observada, aunque todas las puestas que originaron larvas habían contado con la presencia de 
machos. Al igual que ocurría con el incremento de temperatura en la incubación, es muy 
posible que este factor haya influido en la calidad de las puestas. Puesto que 3 de las 5 puestas 
del grupo CTE se realizaron sin/con pocos machos, esto  dificulta la valoración del efecto de los 
2 tratamientos térmicos en la calidad de las puestas.  
Es bien sabido que la inyección de DHP es un método eficaz para la inducción de la  
ovulación en la anguila japonesa (Ohta et al. 1996, 1997; Kagawa et al. 1997; Tanaka et al. 
2000; Kagawa 2003). Sin embargo, no se ha estudiado el efecto superpuesto que tiene el 
incremento de temperatura de 2°C simultáneo a la aplicación de la inyección de DHP. Sería 
interesante estudiar, a nivel hormonal y fisiológico, el efecto del incremento de la temperatura 
sobre la acción de esta hormona en la ovulación. 
Sin embargo, para reforzar la idea de una posible diferencia en cuanto a la calidad de 
las puestas entre un tratamiento térmico u otro, sería conveniente realizar análisis de 
esteroides en plasma sanguíneo, ya que se ha demostrado que la temperatura elevada actúa 
sobre el folículo ovárico, produciendo una reducción de la síntesis de estradiol (E2), lo que 
afecta negativamente a la vitelogénesis del huevo (Watts et al., 2004).   
En resumen, se ha comprobado que el régimen térmico afecta al tiempo necesario 
para que se produzca la ovulación y a la flotabiblidad de las puestas. Sería necesario realizar un 
experimento similar intentando mantener constante las condiciones de la maduración final 
(presencia de machos), así como las condiciones de incubación, para poder confirmar un 
efecto positivo de la aplicación de regímenes de temperatura variables sobre la calidad de las 
puestas
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6. CONCLUSIONES 
 
 El mantenimiento de hembras de anguila a temperatura constante de 15°C 
durante la vitelogénesis genera un adelanto en el momento de la puesta respecto 
a hembras sometidas a variaciones de temperatura entre 10-15°C en el mismo 
período. 
 
 En el caso de la anguila europea un criterio fiable para la inducción de la puesta 
debe basarse en el incremento de peso respecto a la semana previa a la 
ovulación, antes que en el incremento de peso con respecto al peso al inicio del  
tratamiento hormonal.  
 
 La presencia abundante de machos junto con las hembras, en las 12h previas a la 
puesta reduce el tiempo de respuesta ovulatoria de las hembras de anguila a la 
inyección del esteroide inductor de la maduración DHP.  
 
 Es recomendable no modificar la temperatura del agua de incubación durante las 
4-5 primeras horas post-fecundación, para obtener el máximo desarrollo 
embrionario.   
 
 El tratamiento térmico con variaciones semanales de temperatura originó una 
mejor calidad de las puestas, en cuanto al porcentaje de flotabilidad de las 
mismas. 
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ANEXOS: 
ABREVIATURAS USADAS:  
 CPE: carp pituitary extract; extracto de hipófisis de carpa 
 DHP: dihidroxitestosterona, 17α-hydroxy-20β-dihydroprogesterone 
 FSH: hormona folículo estimulante 
 hCG rec: gonadotropina coriónica humana 
 h.p.f.:  horas post-fecundación 
 LH: hormona luteinizante 
 MIS: esteroide inductor de la maduración 
 IU: unidades internacionales 
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